OSSZEFOGLALAS:

A COULTER — SZAMLALO: Az elektromosan rosszul vezetd részecskéket tartalmazo, jol vezet6 hig diszperziot egy kis
nyilason szivjak at, mikozben elektrédokon allandé intenzitast dramot vezetnek a diszperzi6 kapillarissal elvalasztott két
felébe. Ha egy részecske kertil a nyilasba, a keresztmetszet lesziikiil, igy a nyilasban 1év oldat ellenallasa megnd, €s a
részecske térfogataval ardnyos fesziiltségimpulzus keletkezik.

ARAMGENERATOR: olyan 4ramforrds, amelynek kimendarama allandd, bels6 ellenallisa végtelen. A rékapcsolt
ellenallas nagysagatol fiiggden polusain U = I, R fesziiltség keletkezik.

INTEGRAL DISZKRIMINATOR: olyan jelszelektalé eszkéz, amely egy bizonyos fesziiltségszintnél, az integral
diszkriminator szintjénél (U,) nagyobb amplitidéji impulzusokat 4tengedi, de a kisebb amplitidéjiakat nem. A jelhez
képest kis amplitad6ji impulzusok (pl. zajimpulzusok) kisziirésére alkalmas.

DIFFERENCIAL DISZKRIMINATOR: olyan jelszelektalé eszkoz, amely két fesziiltségszint kozotti, in. csatorndba esd
amplitid6ji impulzusokat 4tengedi, a kiviilre eséket viszont nem. A csatorna helyzete (kizepes diszkriminécios szint, Uy),
és a csatorna szélessége valtoztathatd. A jelek amplitid6ja szerinti osztdlyozasra alkalmas eszkoz.

SOKCSATORNAS ANALIZATOR: Ha sok differencial diszkriminator dramkort Gigy miikddtetiink egymas mellett, hogy
azok csatornai egyméshoz illeszkednek, az tn. sokesatornds analizatorhoz jutunk. Az impulzusok amplitadé szerinti
gyakorisigi eloszlasa hisztogram formajdban egyid6ben kijelezhetd.
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A vér alakoselem-koncentrdcidinak meghatdrozdsdra a legelterjedtebb modszer az
elektronikus szdmldldsi eljdrds, ezt valésitiak meg a Coulter-szémldldk. A
korszeriien felszerelt orvosi laboratériumokban egyszerre sok parameétert
meghatdrozd és méreteloszldst is készitd hematolbgiai automatdkat haszndlnak.
Gyakorlatunk célja egy elektronikus iiton térténé alakoselem szdmldldsi modszer
megismertetése.

ELMELETI OSSZEFOGLALAS

A berendezés elvi felépitése az 1.4bran lathaté. Mikodése a kovetkezd: A
fiziologids sooldatban (elektrolit, j6 vezetd) elbirds szerinti mértékben higitott
vérmintat egy szivattyl felszivja a mérbcsébe, a mérdesd aljan 1évé kis nyildson, a

Kapillarison keresztiil. Amint az elektrolit elen a mérbesébeli mérbelekirodot,
zarodik a mérddramkor, amelynek ellenallisat a mérdesé kapillarisaban 16vé
elektmht ellenallisa adja (az egyéb ellendlldsok ehhez képest elhanyagolhat6k).
Armg tiszta elektrolit tolti ki a kapilldrist, annak ellenéllasan az 4llando 1ntenz1tasu

meroaram allando feszultse gesest hoz letre

ﬁ_ arészecske

hsmltséglmpulzus
keletkezik

1. dbra. A Coulter-szamlialo elvi miikédése.
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Aramgenerdtor: olyan aramforrds, amelynek
kimenédrama  4llando, belss  ellenllisa
végtelen, A rdkapcsolt ellendllds nagysigatol

fuggben  pélusain = U=LaR fesziltség
keletkezik.
Fesziiliséggenerator: olyan fesziltségforris,

amelynek kimendfesziiltsége allandd, belsd
cllendllasa nulla. A rékapcsolt ellenalls
nagysagitol fliggben J = Uy, /R dram folyik.

szintérzékeld
segédelektroda

mérd-
elektrédok

a szamlalas
kezdete,

l és vége
| folyadék-

4 .’A szintjei

Amikor azonban — eltéré fajlagos ellenallasu — alakoselem (altalsban rossz
vezetd, p= ~ ) haIad it a kaplllanson a kapillaris dramvezetd keresztmetszete

lecsokken (I ]Obb alséd abra) Ez a kapilldris ellenallasdnak (Rkap,u) pillanatnyi
megnovekedeset okozza (R kap.;|>th111) Mivel a méréaram (Tyen) dllando, az
Ohmi-t torveny értelmében (U = = Igen R i) @ fesziiltség az athaladis ideje alatt
megnd, azaz minden egyes részecske athaladdsa egy feszultseglmpulzust valt

kl Az 1mpulzus0k amplitiddja a részecske terfogataval arany{}s.

Az oldat beszivdsa addig tart, amig az elektrolit el nem éri a segedelektrodot
(2. 4bra), amelynek aramkore ekkor kifivasra allitja 4t a szivattyit. A mérécsé
kitiriilése fo]yaman (a késziilék ekkor is szamlal) az elektrolit elhagyja a
méréesdbeli mérbelektrodot, ekkor megszakad a méraramkor, és véget ér az
impulzusok kialakulasa és szdmldlisa. Végil is a mérécsdbeli mérs- és
eoedelektrod magassaga és a mérécsd keresztmetszete altal meéﬁatarozott
terfogatot a készilék kétszer méri meg (Vio+ Vi), de ezt automatikusan
ﬁgyeiembe veszi a li elzett eredményben.

Alakoselem koncentracmn az 1 pl (ill. 1 liter) vérben 1évé alakoselemek szamét
ertjuk pl az emberi vér vorosvértest-koncentracidja kerekitve cyy=35- 106/u1

(1L iy =5 101‘1/1 3. 4bra). Az alabbi tablazatban a vér alakos elemeinek tipikus
koncentrécidira, ill. a méreteire vonatkozd referencia tartomanyokat (¥ +2s)

‘ / kozoljik:

vordsvértest | fehérvérsejt fehérvérsejt | vérlemezke
2. abra. A beszivds és a kifivds (granulocita) | (limfocita) _
alatt a késziilék kétszer szamolja le az koncentraci6 (1/ul) | 4-5,9 -10° 3-7-10° T.2:310° 1,5-4-10°
adott térfogatban lévd alakos elemeket. 4tmérd (um) 78 10-12 5-6 953

1.dm| 11=1dm’ i

RS I R A

524 3
1cm |

S ial llpl'-=1mm’

1

3. dbra. 1pl = 107°

A mérésiinkben hasznalt Coulter-szamlaléban (PICOSCALE) az impulzusok
amplitidéjit egy erdsité megnoveh Ezutan egy integrdl diszkrimindtor
(ID lasd 9. NUKLEARIS ALAPMERES) kiszliri az alacsony amphmdmu
zajimpulzusokat, amelyek pl. a mérend6nél kisebb méretii szennyezd részecskéktol
szarmaznak. P vorosvértest, vagy fehérvérsejt mérésekor, az integral
diszkriminator szint (U;) gy van beallitva, hogy az aramkér a vérlemezkék
impulzusait is kisz(iri (4. dbra). Ezutan egy, az az impulzusszamot csékkentd leoszto-
aramkor kovetkezik, végiil a kijelz6n megjelenik egy szamérték, amely az eredeti
\?Erﬁﬁnta alakoselem-koncentricidjaval ardnyos (lasd a cimlap 4brajat). Az
aranyossagl tényezO a vérminta higftdsatol, a mérbtérfogattol és az impulzusosztas
meértékétol fgg. Vorodsvértestszdm meghatarozasahoz elirt higitds esetén ez az
egyutthato 10‘4/u tehat ha pl. a kijelzb n=0661-et mutat, akkor
n10*=6610 OOO/ul az eredmeny Ez annyit jelent, hogy az eredeti higitatlan
vérmintanak 1 ul térfogata 6,61 millié vérosvértestet tartalmazott, ha a hitelesitési ‘

érték =1 (lasd keéssbb).

U ai

integrél
Uy l | .

- l dlszknmlnétur
i i i i A A
@

o s SR co oFe

o & ® - @& w v & > o

X
vérosvértest fehérversejt vérlemezke
4. dbra. A vér alakos elemei méretiik szerint szétvdlaszthatéak. Az dbrdn az
integrdl diszkrimindtor szint vérdsvértest szamoldsdra van bedllitva

(a fehérvérsejtek kis szdma nem okoz szamottevd hibdt).

== Coulter-szamlalo Méréshez a vérmintat gondosan sziirt fiziologids séoldatban kell higitani: ez
Coulter counter egyrészt épségben tartja az alakoselemeket, masrészt a méréshez sziikséges
— Coulter Counter

elektromos vezetSképességet is biztositja. Vordsvértest szamlalasihoz eldirt
higitasi ardny: 1:63 000. A mérStérfogat (lasd a 2. abrét) egyedi pontatlansiga
miatt a mért koncentracié eltérhet a ténylegestSl. Ezért a gyartd cég a vérsejt-
szamlalo automatdk mitkodésének ellendrzésére, ill. hitelesitésére redcal néven
hitelesité szuszpenziét hoz forgalomba. Ez a szuszpenzié specialisan stabilizalt
emberi vorosvértesteket tartalmaz, melyeknek koncentraciéjat a gyarté megadja.
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A hematologiai automatdkban alkalmazott impulzusamplitidd-analizator az Gn.
differencial diszkrimindtor (DD) elvére épiil. A DD-alaparamkérben nem egy
diszkriminator szint van (mint az ID- nél), hanem kettd. Az dramkor akkor engedi a

= jeleket megszamolm amikor a jel amplitidéja a két DD-szint kozé, az un.

)

wr

cs_aFﬁ'naba “esik (a csatorna alsé szintje alatt, ill. fels§ szintje felett nem veszi
figyelembe a jeleket) (5. felst dbra).
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5. dbra. A differencidl diszkrimindtor (feliil), és a sokcsatornds analizdtor (alul)
miikddeése.

A csatorna helyzete (kozepes diszkrimindciés szint, Uy), €s szélessége
waitoztathato Sorozatos mérésekkel, a csatorna helyzetét valtoztatva
felterkepezheto a részecskék méreteloszlasa, és hisztogramban dbrazolhatd.

A bemutaté mérésben hasznalt _LABORSCALE analizitora 64 db egyidd ben
mukodo lépcsdzetesen eltolt csatorndban gyiijti az egyes amplituddtartomanyokba
esd impulzusokat, igy az impulzusok amphtudo szerinti gyakorisdgi eloszldsa
hlsztogram formajaban egyiddben kijelezhetd (6. abra).

A MERES MENETE

BEMUTATAS

1. Egy, a PICOSCALE-hez hasonlé Coulter-szamlalét, az in. LABORSCALE-t
és a hozzdkapesolt 64 csatornas impulzusamplitidé-analizatort mutatunk be
(6. abra). A miiszerrel felvesszilk a redcal szuszpenzid alakoselemeinek
nagysag szerinti gyakorisagi ecloszlasat; az eloszlas az analizator
katodsugdrcs6 ernydjén jelenik meg. Ezt a gyakorisigi eloszlast
(hisztogramot) XY -froval papiron regisztraljuk is.

2. Hematolégiai automataval analizilunk cgy vérmintdt. A hematologiai
automatdk mérési elve ugyanaz, mint ami a Coulter-szamlaldké, de az
impulzusok amplitudé-analizise szamos egyéb paraméter meghatdrozdsit is
lehetdvé teszi. A kilénbdzé alakoselemek mérése a gyakorlatban a
kovetkezéképpen torténik:

— Vorbsvértest szimlalashoz a diszkriminator szintet oly modon allitjak be,
hogy a kisebb méretii vérlemezkék ne keriiljenck megszamlalasra
(4. abra). A fehérvérsejtek mérete ugyan koézel azonos, vagy nagyobb,
mint a vordsvértesteké, ez azonban nem okoz jelentds hibat, mivel a
fehérvérsejtek koncentracidja csak 1-2 ezredrésze a virdsvértestekének.
(A mérési pontatlansag ennél sokkal nagyobb mértékii.)

— A fehérvérsejtszam meghatirozasahoz a két mérettartomany kozotti
atfedés, valamint a vorgsvértestek nagy szdma miatt a vordsvértesteket
eldzetesen hemolizalni kell.

— A vérlemezkék kis mcretiik miatt jol elvalasztddnak a nagyobb
alakoselemekt6l, igy kilon kezelés a vérlemezkék szdmlaldsdhoz nem
sziikséges.
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6. abra. A LABORSCALE és a

64 csatornds impulzusamplitido -
analizdtor lehetévé teszi az
alakoselemek méret szerinti eloszldsdnak
vizsgdlatdt.

e VOTGSVErtest, vyt
red blood cell, RBC
B otes Blutkérperchen, Ervthrozyt

fm fehérvérseit, fvs
white blood cell, WBC
E weisse Blutzelle

— vérlemezke, trombocita
platelets, PLT
= Blutplattchen, Thrombozyt




Az alabbi példaban legyen a hitelesitd redcal
szuszpenzio tényleges koncentracioja:
Citngt=4,61-10° /.
Egy adott késziilékkel az aldbbi redcal
koncentraciot mértiik:
Cinere = W 104 /pl= 589 1()4 ne

461 -106/,ul
589.10% 7 it
Ha az ismeretlen vdrdsvértest minta
meérésekor pl. =661 impulzust kapunk, a
tényleges vvt koncentricio (2) alapjan:
€=0,78:661-10* /ul = 515-10* /ul =
=5 150 000 1/ul

=0,78.

JELZETLEN:
tisztitd oldat

(ES—— BARG A
c=0
fiziologias
NaCl oldat

FEKETE:
- Cionyi = 4,61%10° 1l

Ismert redcal
koncentracio

PIROS:
6 ="
ismeretlen

kencentrécld

7. dbra. A méréshez sziikséges
oldatok jelzései.

A gyakorlatunkon hasznalt automata (Sysmex F-800) szamara 20 ul vért higitunk
els6 lépésben 1:500 aranyban, majd ennek egy kis részét 100-szor szoros térfogatra
tovabb hlglt]uk (higitasa tchat 1:50000).

— Az els0 higitasbol torténik a fehérvérsejt szamlalas (ezeért ehhez mérés el6tt
hemolizalé anyagot adunk), és a hemoglobin koncentracié fotometrias
meghatarozasa

— A masodik higitasbol vorosvértesteket és vérlemezkéket szamol az automata.

A két higitdst két kiilon detektor (mérdkapillaris és elektrodok) méri, a
mikroprocesszor masodpercek  alatt elvégzi  a fteljes adatfeldolgozast,
katddsugarcsovon megjeleniti a kiszdmolt paramétereket, végil az egész
Jegyzokonyv klnyomtathato Egy ilyen jegyzOkonyv felnagyitva az automata f61é
fiiggesztve Tathato,

EGYENI FELADATOK
A HITELESITESI ERTEK MEGHATAROZASA

A_méréesovek eltéré méretebdl, ill. a méré- és segédelekiréda fiiggbleges
tavolsagabol adodé terfogat keszulekenkent més-mds értéki, ezért minden miiszert
elszor hitelesiteni kell. A hitelesitési érték megadja, hogy a tényleges és a mért
részecske-koncentracié milyen aranyban all egymassal. Evégb8l a_hitelesitd
J;edcal szuszpenzié ismert, tényleges koncentraciojdt (Ciny (lfu,l)) elosztjuk a
szuszpenzid megmeresekor kapott koncentracioval (Cpe =n- 10* (1/u1)), ahol na
kljelzorol leolvasott szam. Igy a hitelesitési érték (h)

h=ctény[= Cté:yl )
Cotn 110% 1 pal "

Az igy kapott A hitelesitési értékkel kell megszorozni a tovabbiakban ugyanezen
készillékkel mért vorosvértest koncentraciot (Cmere = 110%/1l) azért, hogy annak
tényleges értékét (cteny;) megkapjuk.

ctényl:h'cmén:h'n‘104/H[. | 2)
A MERES LE[RASA

Valamennyi mérésiinket 70 pm-es mérokapillarissal és 400 pA-es mérbarammal
végezzilk (mérdaram gomb benyomva, 1asd a cimlap abrajat). A mérésekhez redcal
szuszpenzidt haszndlunk, amely a gyakorlaton az el6irt higitasban 4ll
rendelkezésre. A mérbesd a mérésen kiviili id6ben tisztito oldatot tartalmazod
iivegesébe meriil (7. dbra, JELZETLEN). A mérés a START gomb lenyomésaval
indithato.

L. Ellenorlzzuk a minta higitdsahoz hasznalt fiziolégids séoldat (7. abra,

5 s\,_,;j) tisztasagat 10-szeres érzékenységii kijelzéssel (x10 szorzogomb
benyomva)! Az ellen6rz6 mérést a vordsvértesteknek megfeleld ID-szint
(RBC-gomb benyomva) mellett végezzik (az egyitthaté a 10-szeres
érzékenység miatt most csak 10%)! Az észlelt részecskeszdm a mintabeli
részecskeszam mérésekor is Jelentkezﬂ{ rmnt hatterr (Ha a hattér nem tobb,
mint 10-20- 103/l akkor figyelmen kivul hagyheftju_k A magas héttér oka
altalaban gombas szennyezOdés: ez esetben 1ij oldatokat és mintat kell

késziteni.)

2. Mérések ismert koncentracm;u redcal szuszpenzidt (Ciny =4,61- 10° /ul)
tartalmazé mintén (7. 4bra, FEKETE, a x10 szorzogomb kiengedve).

a) Mérjiink az ismert koncentraciéju mintdn impulzusszdmot (#, a kijelzdrol
leolvasott szam) gyarilag eldre beallitott ID-szint (RBC-gomb benyomva)
mellett!

b) Hatarozzuk meg a miiszer 4 hitelesitési értékét (lasd (1) képlet)!
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¢) Mérjink a mintdn impulzusszdmot véltoztathaté ID tizemmoédban
(ID0-100 gomb benyomva)! A tolopotenciométerrel néveljik az
ID - szintet (Uy) 0-t61 kezdve 0,5 V-onként (5 osztdsonként), amig az
impulzusszam a hattér néhanyszorosaig csokken!

d) Abrazoljuk a (c) pontbeli mérések eredményét (az n impulzusszamot az
ID-szint (Uy) fliggvényében, lasd 8. felsé abra) milliméterpapiron!

¢) Keressiik meg a grafikonon, hol lehet az RBC dllashoz tartozo, gyarilag
beallitott diszkrimindcios szint (Uy, rc)!

f) Szamoljuk ki a (c)-pontbeli impulzus-szdmokbol a 0,5V szélességll
amplitidé osztélyokhoz tartozd impulzus gyakorisigokat pl. a
2,5V -3V intervallumhoz tartozé impulzus gyakorisigot ugy kapjuk
meg, hogy a 2,5 V-ndl mért impulzus szambol kivonjuk a 3 V-nal kapottat
An=nysy—nay)!

g) Rajzoljunk hisztogramot az (f) pont adataibél (a An impulzusszam az Uy
ID-szint fiiggvényében, 8.als6 4bra); majd hasonlitsuk dssze ezt a
hisztogramot azzal, amit ugyanilyen mintabol a LABORSCALE készitett,
valamint azzal, amit a Sysmex F-800 automata nyomtatott!

Mérésck ismeretlen koncentrAciéji mintan (7. dbra, BIROS).

vrep

a) Mérjilk meg az ismeretlen koncentrici6ju (c,) minta impulzusszamat ()
gyarilag elére beallitott ID-szint (RBC gomb benyomva) mellett!

b) A hitelesitési érték figyelembevételével hatdrozzuk meg a minta valodi
koncentraciojat (c, = hn-10% /ul)!

Ugyeljiink a kovetkezdkre:
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A mérendd szuszpenzidt mérés eldtt alaposan fel kell razni.

Ne hagyjuk fedetleniil a mérendd oldatok ivegeit, hogy elkerilljikk a
porszennyezodést!

Minden impulzusszdmot 3 mérésbél atlagolassal hatirozzunk meg (ni)! A
hérom mérésbdl az esetleges ,nagyon kiugré” eredmény részleges dugulas
kovetkezménye lehet, figyelembe venni nem szabad, Gjra kell mérni.

A mérékapillaris eldugulasa esetén:

a) ha bedramlas akadt meg: nyomjuk meg a dugulaselhérité gombot (AEC);

b) ha kidramls akadt meg: nyomjuk meg a START gombot!

Ha néhany prébalkozas sem vezet eredményre, széljunk a gyakorlatvezetdnek!
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8. dbra. A részecskék méretének
gyakorisdgi eloszldsanak szdarmaztatdsa
az integrdl diszkrimindtoros (ID)
mérésekbdl.




